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造血 の 構築が単 ク ロ ー ン 性 に 行わ れ て い るか , 多ク ロ ー ン 性に 行われ て い るか を決定する こ とほ , 血 液疾患患者の 治療
方針の 決定や予後を推定す る上 で 重要な意味 を持 つ . こ の ような 造血 ク P ナ リ テ ィ の 決定 の 意義を 明 らか に す るた め , 造血 障
害患者お よび 単 ク ロ ー ン 性の 造血 が 疑わ れ る腫瘍性の 血液疾患患者に つ い て , 造血細胞 の ク ロ ナ リ テ ィ を解析 した ･ 対象 と し
た の は 再生不 良性貧血 (apla stic a n e mia, A A)19例 , A A/発作性夜間血 色素尿症(par o xys m al n o ctutn al he m oglob inuria,
P N H) 症候群3例 , 骨 髄異型成症候群(myelodyspla stic syndr o m e, M D S)11例 , 急性 骨髄性白 血病 (a cute m yelogeno us
le uke mia, A M L) 3例 , 真性多 血 症 (polycythe mia ver a, P V ) 1例 , 慢性 骨髄性白 血病 (chr o nic myeloge n o u sle uke mia,
C M L)1 例の 合計38例の 女性血液疾患 であ っ た . ク ロ ナ リテ ィ の 解析 ほ X 染色体上 の D X S255領域(M 27β), ホ ス ホ グ リ セ
レ ー ト ･ キ ナ ー ゼ (phosphoglyc er ate kin a s e), ヒ ポ キ サ ン チ ン ･ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (hypo x a nthin e
phosphoribosyltra n sfer as e)の 3 つ の 遺伝子 の D N A長多型 と不括化現象を利用 して 行 な っ た . 38例中37例 (97･4 %)が い ずれ か
の 遺伝子 で ヘ テ ロ 接合体で , 36例 (94.7 %) が解析可能 であ っ た . A A患者で ほ解析できた 柑例中1 5例(83.3 %)が 多 ク ロ ー ン 性
パ タ ー ン , 3例 (1 6.7 %) が単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を示 した . また M D S患者11例中4例 (弧4%) が多 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を ,
7 例 (63.6 %) が 単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 した . 前者 の 4 例 は Fr e n ch-Am eric a n-British 分 類 で 不 応性貧 血 (r efra ctory
a n e mia, R A) と診断 されて い た が , い ずれ も形態異常が軽微で , 染色体異常を伴 っ て い な か っ た ･ A A/P N H症候 臥 A M L･
P V, C M Lの 患 者は い ずれ も単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 した . 同種骨髄移植(bo n e m ar ro wtr a n spla ntatio n, B M T) 後に ドナ ー
由来の 造血 の 回復が 遷延 した C M L急性転化例でも, 造血 は単 ク ロ ー ン 性 で あ っ た . した が っ て 単 ク ロ ー ン 性造血 に 至る よう
な少数の 造 血幹細胞 で は , B M T後の 造血再構築が 不 完全 な可 能性がある . さ らに A A に 対する免疫抑制療法が P N H, M D S
な どの 単 ク ロ ー ン 性疾患を発症す る危険性を高め るか 否 か を 明 らか に す るた め , ク ロ ナ リ テ ィ の 解析に 加え て 男性患者12例を
含む , シ ク ロ ス ポ リ ソ (cyclo sporin e, CyA) 療法を 受け た 2 5例 の A A 患 者 の 末 梢 血 多核 白 血 球 (peripheral blo od
polym orphonucle arle ukocyte s, P B P M N) に つ い て , グ リ コ シ ル フ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト
ー ル (glyc o syトphosphatidylin o stiト
01, G PI) ア ン カ ー 膜蛋白(C D 16, C D 55 お よび C D59)の 発現を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法に よ り解析 した . CyA 療法後の 女性患
者の 造血 は t CyA が無効 で あ っ た 2例を 除い て , すべ て 多 ク ロ ー ン 性 で あり , G PIア ン カ ー 膜蛋白は CyA 反応群の 男性患者
1例を除くすべ て の 患者で 正常 に 発現 して い た . こ の 1 例で は ▲ G PIア ン カ ー 膜蛋白陰性の P B P M N が CyA 投与前よ り少数
検出されて い た が , そ の 割合ほ CyA 投与後 の 4年間変化 しなか っ た . こ れ らの 所 見か ら , CyA 療法を 行な っ た A A患者, 特
に CyA 反応群で は単 ク ロ ー ン 性疾患 を発症す る危険性ほ少な い と 考え られ た . 以上 の よう に 造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 決定は , 造
血患者障害の 病態を把達 し , 適 切な治療方針を決定する上 で 重要と考え られ た .
Key w o rds clo nality, M 27β, phosphoglyc erate kin as e, hy pox anthin e phosphoribosyltran sferas e,
glyc osylpho sphatidylin o sitol- an Chor ed protein
ある細胞集団が単 ク ロ ー ン 性か 多 ク ロ ー ン 性 かを 判定する こ
と(ク ロ ナ リ テ ィ の 決定)は , そ の 細胞に 染色体異常や D N Aレ
ベ ル での マ ー カ ー (癌遺伝子 の 変異 , 免疫 グ ロ ブ リ ン や T 細胞
受容体の 再構成な ど) が な い 限 り不 可 能 と され て きた
l)
. 19 87
年, Vogelstein ら2) に よ り , X 染色体上 の 遺伝子の D NA 制限
酵素断片長多型 (r e strictio nfragm e nt le ngth polym o rphis m,
R FLp)と , こ の 遺伝子の 不括化現象を利用 した ク ロ ナ リ テ ィ
の 検索方法が確立 され た . こ の 結果 , 女性患者に つ い て の み で
は ある が , 特定の マ ー カ ー の ない 細 胞に つ い て も ク ロ ナ リ テ ィ
の 決定が可 能と な っ た . こ の 方法は 血液疾患慮老の 造 血 ク ロ ナ
リ テ ィ の 決定に 有用 で ある こ とが 示 され て きた3 ト5) . 造 血 状態
が 単 ク ロ ー ン 性か多 ク ロ ー ン 性か の 鑑別は l 造血 障害 (造血 不
全に よ る血 球減少) 患者の 治療方針の 決定や予後の 推定 の 際に
特に 重要 てある こ とが 予想され る . こ れ ま で の 疾患概念に よれ
平成 5年1 2月14 日受付 , 平成 6年1月13 日受理
A bbre viatio ns :A A, aplastic an e mia; A L G, a ntilympho cyte globulin; A M L, a C ute myeloge n ous le uke mia;
A T G, a ntithym ocyte globulin; B M M N C, bon e m a r r o wlm O nOn u Clea rc e11;B M T, bo n e m arrQ Wtra n Splantatio n;
C M L
, Chr onic_hlyelogen o u sle ukemia;-CyA,･
･ Cylosporin e A; E D T A; ethyle nediaminetetraacetic acid; F C M,
flo w cytom etry ;FIT C, fluo re s c ein is othin cya n ate; G-C S F, gran ulocyte c olo ny- Stim ulating factor; G6 P D,
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ば , 前者 の 代表的疾患 と して 骨髄異形成症候群 (myelodyspla s-
tic syndr o m e, MDS) ある い ほ発作性夜間血色素尿症 (pa ro xy-
S m aln octur n al he m oglobin uria, PH N), 後者の 代表 と して 再生
不良性貧血(apla.stic an emia, A A)が あげ られ る . しか し これ ら
の 疾患の 区別 は必 ず しも明確で は なく l 単 ク ロ ー ン 性 と 考え ら
れ る M D S や P N Hに つ い て 実際に D N Aレ ベ ル で証 明 した報
告は少な い . 特 に M D Sの 場合 , 骨髄細胞に 染色体異常が認め
られ れ ば診断は確実 であるが , 染色体異常が な い 場合 は細胞形
態 の 異常 に 拠 ら ぎる を え な い . とく に M DS の 中 で も芽球の 少
な い 不 応性貧血 (r efra ctory a n e mia, R A)ほ A A との 鑑別が 困
難 な こ と が 多く , 多 ク ロ ー ン 性疾患 で ありな が ら誤 っ て R Aと
診断 され て い る可 能性 がある .
同種骨髄移植 (bo ne m arro wtr an spla ntatio n, B M T) 後に ド
ナ ー 由来の 血液細胞 が生者 しなが ら, A A や M D S と同様の 造
血 不 全( 生者不全)が持続す る こ とが ある . こ の 原 因の 一 つ に
,
移植され た造血 幹細胞数 の 不 足が 考え られる が , こ れ を 直接証
明する事 は これ ま で困難 であ っ た ■ 実際 ヒ ト骨髄移植 に どのく
らい の 造 血幹細胞 が必 要か に つ い て ほ ほ と ん ど明らか に されて
い な い ･ Tu r n a nら
6}ほ B M T患者 2例に , ドナ ー 由来の 単 ク
ロ
ー ン 性 造血 を証明 しえた こ とか ら , ヒ トに お い て も正 常な造
血幹細胞 が 1個あれ ば造 血 の 再構築 が 可 能 で あ る こ と を 示 し
た ■ しか しさら に 多く の B M T後 の 患者を解析 した 報告7)8)ほ ,
単 ク ロ ー ン 性造血 は全く認め られ な か っ た と して い る . した
が っ て ヒ ト B M T後 の 生着不全例が単 ク ロ ー ン 性造血 を呈 した
場合 , 移植造 血幹細胞数 の 不 足が 生着不全の 原因である可能性
があ る.
一 方, 造血 障害患者 で の 単 ク ロ ー ン 性造 血 の 検出 は I M D S
や P N Hな どの 単 ク ロ ー ン 性疾患 の 早期診断に 役 立 つ 可 能性が
Tablel･ Chara cteristicsoffe male patients e x a,min ed and r es ults of their clonal a n a.1ysis
He m atologic data atda.mpling
UP N Age Diagn osi SampIe W B C H b P L T Karyoty pe
+




M 27β P G K HP R T
(Probes)
Su m m ary
1 22 M A A
2 54 MA A
3 60 MA A
4 23 MAA
5 22 MAA
6 54 SA A
7 40 M A A
8 56 M A A
9 50 S A A
lO 39 M A A
l1 60 SA A
12 29 SA A
13 52 S A A
14 56 S A A
15 35 M A A
16 43 S A A
17 23 S A A
18 70 SA A
19 15 SA A
20 36 A A/p N H
21 70 A A/P N H
22 65 A A/P N H
23 50 R A
24 14 R A
25 40 RA
26 21 R A
27 24 R A
28 70 RA
29 52 R A
30 9 RAR S
31 50 RAE B
32 56 RAE B
33 78 RAE B･t
34 47 AML
35 56 A M L
36 60 A M L
37 62 PV
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UP N･ unique patie nt nヮrnber･ M AA ･ m Ode r ate aplastic aヮe mia;S A A･ S eV ere aPlastic a nemia ; A A/PNH. aplastic a ne mia/pa roxysmal
noctur nal he moglobin urla Syndro m e;RA, r efractory a n e ml a; R A R S. RA with ringed sideroblasts; R A E B. RA withe x c ess of blasts ;
RA EB･t. R A EB in tr ansform atio n; AM L, aC ute myeloge n o usleukemia ; P V, POlycythemia v era; CML. chro nic myeIgen o u sleukemia ;
BC
･
blastic crisis: PB L. peripheral bloodle ukocytes; PBP M N, PerPheral blood polym O rPhon u cle ar leukocytes; B MMNC, bo n e marr ow
m o non uclear cells :WBC. white blo od cellcourlt ;Hb. hem oglob in v alu e; P LT. platelet c ou nt; P OL Y. po)yclonal; MONO. m o n oclonal;
NA ･ n Ot a S S e S S ed be c a u s e of 3band patte r n o r n odige stiorl by HpalI; N T. not te sted; ND, n Ot determin ed: Karyoty pe
+
, ka ryoty pic
a n aIysis of bo n e m arrow ce11s;6 1X X
■*
. 6 1 X. 十4. +6, 十8. +8, +10, + 10, + 12. + 1 3, + 15. + 1 9. + 1 9. + 20, + 2 1. t(9; 2 2) (q34;
ql l). 十2 2q一 . + 22q- .
gluco s e6-phosphate dehydroge n as e; G PI, glyc osyl- phosphatidylin ositol; H P R T, hy pox anthin epho sphoribosylt
-
ransferas e; m A b, m O n O Clo nal antibody ; M D S, myelodysplastic syndrom e; P BMN C, peripheral blo od
m o n 8 n u Cle ar▼C ells; P B P M N)や eripheral blobd polym orphd n u clearle ukocyte s; P B S, phosphate-buffered s aline;
P C R, pOlym era s e chainr.r e action; P E, phyc oeryth rin; P G Kラ phosphogbTC e r ateLk inas e･; P N H, par O XyS mal
造血障害 と造血 ク ロ ナ リ テ ィ
ある . こ の 単 ク ロ
ー ン 性造血 の 検 出の 臨床的意義が最も高い 疾
患は t 免疫抑制療法 を受けた AA で ある ･ 抗胸腺細胞 グ
ロ プリ
ン (antithym ocyte globulin, A T G), 抗 リ ン パ 球 グ ロ ブ リ ン
(a ntilym pho cyte globulin, A L G) な どの 免疫抑制療法の 進歩に
ょ り , A A患 者 の 大部分 で長期生存 が得 ら れ る よ う に な っ
TabLe2. C h且一息Cle ristics oL CyA･tr e aled patie nts a ndr es ults o(their clo n ala n alysis
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た9)18). しか し, こ れ らの 免 疫抑制療法 を受け た長期生存者 に
P N H や MDS な どの 単ク ロ ー ン 性疾患が 高率に 発症す る こ と
が最近明 らか に な っ た
‖) 陀)
.
一 方 , T 細胞 に 対する選択的な免疫
抑制剤である シ ク ロ ス ポ リ ソ (cyclo sporin e A, CyA) で 治療 さ
れ た A A患者が単 ク ロ ー ン 性の 造血 障害を発症す る危険性 が
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一1 0 0 10 3 0 5 0 7 0 90 110 13 0 15 0 1 7 0 1 90
Days afte rBMT
Fig･1. Clin c al c o u rs e of a m arr o w-tr a n Spla nted patie nt. T he date s whe n bo n e m arro w transpla ntatio n(B M T) w as u ndergo n e
a nd origin of periphera.1 blo od leuko cytes by am plifying a variable n umber ofta nde m repe at(V N T R)lo c u s a nd clo n ality ofthe m
W ere a n alyz ed ar e sho e n as arrow s. [ユ white blood c e1; 象 r etic ulo cyte; ○, Platelet; 嶺, he m oglobin; B U, bu s ulfa n; C Y,
CyClophosphami de; G,C S F, gr a n ulo cyte c olo ny
-Stim ulatingfa ctor; +. T he patie nt c e as ed o nday1 93.
n O Ctur n alb阜m Oglobinuria; P V, pOlycythe mia v era; R A, r efractory ?n emia; R A E B, r efra ctory a n e mia with
eXC eSSOf blasts; R F L P, r e Strictio nfragm e ntle ngth polym orphis m;S DS,･SOdiu m dodecyls ulfate;L SS C, Saline
SOdiu m {irate; T E, tris-ethyle n ediamin etetr aa cetic acid; U P N, u nique pa壷 nt_P
tfrnber; VNT R, Variable
nu mber of tande m repe at; V W F, VO n W illebra nd factor
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あるか 否か は 不 明で ある .
以上 の 問題点 を 明 らか に す るた め に , 1) 単ク ロ ー ン 性 , 非
単 ク ロ ー ン 性お よ び 境界領域と考え られ る血 液疾患患者 , 2)
B M T後の 造血 回復 が 著 しく遅延 した 造血不 全例 , 3) CyA 療
法 を受けた A A患者 , に つ い て 造血 ク ロ ナ リ テ ィ を 決定 した ,
3) に つ い て ほ 前 P N H状態 の 検出感度 を高め る た め に , フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (flo w cyto m etry, F C M) 法を 用 い て グ リ コ
シ ル フ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト
ー ル (glo c o syトpho sphatidylin o-
sitol, G PI) ア ン カ ー 膜蛋白欠損細胞(P NH ク ロ ー ン) の 検索も
同時に 行 っ た
13卜 用
対象お よび 方法
Ⅰ . 対 象
金沢大学医学部附属病院お よ び 関連施設 に お ける 各種女性 血
液疾患患者38例 , お よび B M T後に生者不全を認め た 女性患者
1例を対象 と した . 女性血 液疾患患者の 特徴を表1 に 示 す . う
ちわ けほ , A A19例(CyA に よ る治療後 の1 3例 を 含 む), A A/
P N H症候群 3例 , M DS ll例 【R A 7例 , 鉄 芽球性貧 血 (R A
with ringed side robla sts) 1例 , 芽球 過多 の 不 応性貧 血 (R A
with e x c e ss of bla sts, R A E B) 2例 , 形質転換 した 不 応性貧血
(R A E B in tr a n sfor m atio n) l例】, 治療前の 急性骨髄性白 血病
(a cute myelogen ou sleuke mia, A M L) 3 例 , 真 性 多 血 症
(polycythemia v e ra,P V)1 例, 急性転化時の 慢性骨髄性白血病
(Chor onic myeloge n o u sle ukemia, C M L) 1例で あ っ た . A A患
者で ほ , 発症時 よ り血 液 ･ 骨髄像 の 鏡検お よ び骨髄細胞 で の 染
色体を定期的に 検査 した が , M D S慶〉る い は A M Lに 一 致す る
形態異常や染色体異常 を呈 した もの はなく , P NH で 陽性 と な
る酸性溶血試験 (a cid he m olysis te st, Ha m te st)や シ ョ 糖溶血
試験(s u c r os eh rn olysiste st) も陰性であ っ た . A Aの 経過中に
P N H に合致す る検査所見を 呈 した もの を A A/P N H症候群 と
した . A M Lの 3例 ほ い ずれ も解析時, 骨髄有核細胞の80%以
上 が白血 病細胞で占め られ て い た .
G PIア ン カ ー 膜蛋白の 発現を検討 した CyA 療法後の A A患
者25例 (女性1 3例 , 男性12例) の 特徴 を表 2 に 示 す . Ca m王tね
ら
18) の 基準に よ る と , A A発 症時14例 が 重症 , 11例 が 中等症
A A であ っ た . CyA(サ ン ド薬 品, 東京)は 5- 6mg/kg/日を 少
なく とも 1 ケ 月以上 経 口 投与 し, 輸血 が 不用 と な る と とも に 治
療前よ り ヘ モ グ ロ ビ ン 値が 2g/dl以上 上 昇 した 例を 反応群 , そ
れ以外を非反応群 と した .
Ⅰ . B M T後造血 不 全例
患者は30才女性 で , フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染色体陽性 の C M L急
性転化期に , ヒ ト白血 球塑抗原(hu m a nle uko cyte a ntige n) 一
致 , 混合 リ ン パ 球反応陰性の 非血 縁者女性 ドナ ー よ り B M T を
行 っ た 一 B M T後 の 経過 を 図 1 に 示 す . 前処 置 と し て ブ ス ル
フ ア ン (日 本リ ダ リ ー , 東京)1 6mg/kg, サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ
イ ド(塩野義製薬, 大阪)120mg/kg を使用 した . ドナ ー と の 間
に 血 液型の A B Om ajorの 不 適合 が あ っ た た め , 比重遠心 法に
よ り骨髄細胞から赤血球を除い た 後 , 2.8×1 0g個(患者体重当た
り 声･5×1 0
T 個) の 骨 髄単核 球 (bo n e m arr o w mon o nucle ar
c e11s, B M M N C) を 輪注 した . B M T後 1 日目 よ り顆粒球 コ ロ
ニ
ー 刺激 因子(gra nulocyte colo ny- Stim ulating fa ctor, G-C S F)
(キ リ ン ビ ー ル , 東京)5FLg/kg/日 を 投与 した . B M T後早期に は
特に 合併症を認めなか っ た が , 4週間を 経過 した 時点でも白血
球の 回復 ほ全く見 られず , 骨髄 で も幼君 な造 血細胞 は皆無で
あ っ た . 移植 片拒絶 が疑わ れ たが66日 目に よ うや く好中球数が
500ル1 を越 え た . 白血 球数ほ110日 日 に 一 時的に 4000ん1を越
えた が , そ の 後 再び汎 血球減少 と骨髄低形成 が続きt 全身の ア
ス ペ ル ギ ル ス 症に よ り1 93 日 目に 死 亡 した . 剖 検所見時 の 骨髄
は著明な低形成を 示 して い た .
Ⅲ . 細胞分離
患者及び 正 常人 よ り ヘ パ リ ン 加 末梢血 を 採取 し , 6% ヒ ドロ
キ シ エ チ ル デ ソ プ ン (ミ ドリ 十字 , 大 阪)を 4 分 の 1 量加 え ,
30分静置す る こ と に よ り末梢血白血球 を分離 した (デ キ ス ト ラ
ン 沈降法). さ らに こ の 白血 球層を リ ン ホ プ レ ッ プ (Nyc o m ed
P ha r m aA S, Oslo, No r w ay) に 重層後 2000rpm で1 2分間遠心
し , 末 梢 血 単 核 球 (peripher al blo od m o n o n u cle ar c ells,
P B M N C) と末梢血多核白血球(pe ripher al blo od polym orphon-
u cle arle uko cyte s, P B P M N) と に 分離 した . 顕微鏡下 の 観察で
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造血障害 と造血 タ ロ ナ リ テ ィ
は PB P M Nの 純度 ほ常に 90% 以上 で あ っ た . 一 部 の 患 者 に つ
い て は骨髄穿刺に よ り骨髄液を採取後 , 末梢血 と 同様 , リ ソ ホ
プ レ ッ プ に よ る比重遠心法 を用 い て B M M N Cを 分離 し た .
P B P MN を用 い た ク ロ ナ リ テ ィ の 解析 に お い て , X 染色体の 不
活性化に 偏 り (単ク ロ ー ソ 性 パ タ
ー ン) が認 め られ た 例 に つ い
て は , P B M N C か ら 2ア ミ ノ エ チ ル イ ソ テ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ
イ ド(2-a min o ethyl isothio u ro niu m br o mide) (Sigm aC hemic al
Co. St. Lo uis, M O, U S A) 処理 の ヒ ツ ジ赤血球 と の ロ ゼ ッ
成 法
lT) に て 分 離 し た T 細胞 の ク ロ ナ リ テ ィ を 解 析 し ,
P B PM Nの 結果 と比較 した . さ ら に 一 部の 患者に つ い て ほ生理
食塩水 500ml で強く うが い す る こ と に よ り頼粘膜細胞 を採取
し, ク ロ ナ リ テ ィ を解析 した .
Ⅳ . 高分子D N A の抽出
分離 した 細胞を Tris一エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸(ethyle n edi-
a minetetr a ac etic a cid, E D T A)(Tris-E D T A, TE)緩衝液(10m M
TrisTH ClpH 8.3,1mM E D T A)に 浮遊 させ , 等量の 2倍濃度の 溶
解緩衝液(1% ドデ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (s odiu m dode cyI
sulfate, S D S), 0.6 M NaCl, 20m M E D T A, 20m M Tris-HCl,
pH7.4)を 加え て 細胞を 溶解 させ た , プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K(ベ ー リ
ン ガ ･ マ ン ハ イ ム 山之内 , 東京) を 10/唱/ml と な る よ うに 加
え , 37 ℃で 6時間で イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ソ を 行 っ た後 一 等量 の
フ ェ ノ ー ル を 加え獲拝後 , 3000rpm で10分間遠心 し水層部分を
抽出 した . 同様の 抽 出を フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム , ク ロ ロ ホ
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ル ム の 順で 繰り返 し行 っ た . 次に1 0分の 1量の 3 M酢酸 ナ トリ
ウム と2.5倍量の100% 冷エ タ ノ ー ル を加えた後 , - 20 ℃ で1時
間以上放置 し , D N A を析出 させ た . 4000rpm で15分間遠心後,
沈殿 した D N A を 回収 し70% 冷エ タ ノ ー ル で 洗浄 し T E緩衝液
に 溶解 した . 吸 光度計を用 い て D NA 回収量を測定 した .
Ⅴ . ク ロ ナ リテ ィ ー の 解析
1 . 原理
女性の 2本 の X 染色体の う ち 一 方は母 親由来 で 他方 ほ 父 親
由来 である . 胎生期の 初期に これ らの うち の 一 方が ラ ン ダ ム に
不語化を受けるが , こ の 不 括化 はほ ぼ 均等に お こ り発生か ら成
熟に 至 るま で 維持 され る18〉1g). っ ま り図2 に 示 すように , 正常阻
織で は母 親由来の X 染色体遺伝子 を発現 して い る細胞(㊤)と
父 親由来の Ⅹ 染色体遺伝子を発現 して い る細胞(⑤)がほ ぼ均
一 に 存在する (多ク ロ ー ン 性). 一 方 , 腫瘍阻織な ど, 1個の 幹
細胞に 由来する細胞集団で は , ㊤, ⑤ ど ち らか 1種頼の 細胞 し
か 存在 しな い こ と に な る(単ク ロ ー ■ノ 性).
2 . D X S255領域遺伝子(M 27β) に よ る解析
図 3 Aに 示す ように D X S 255領域に は高多型性反復配列構
造(v ariable n u mbe r ofta nde m r epe at. V N T R) 部位が存在す る
こ と に よ り , R F L P が生 じ る . ま た 図 4 A に 示 す よ う に
D X S255領域 で は 2本の Ⅹ 染色体 の 両対立遺伝子(ア レ ル)の
片方が ラ ン ダム に メ チ ル 化 (国中の m)を 受け活性化 し(Ⅹa),
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も う 片方 の ア レ ル ほ メ チ ル 化 を受けず 不活化 して お り (Ⅹi),
V N T R部分(影の 部分)の 長さ が両 ア レ ル で異な る場合(ヘ テ ロ
接合体), 多 ク ロ ー ン 性 の 細胞集団で は , タ イ プ 1 , タ イ プ 2の
2種類 の 細胞か ら構成 され るが , 単ク ロ ー ン 性 の 細胞集団 で ほ
どち らか 一 方の 細胞 の みか ら構成 され る こ とに な る . ヘ テ ロ 接
合体で は , こ の 領域 の D NA をP∫fI で 消化する と長 さの 異な る
2本の D N A断片が生 じ, 次に 〟 坤Ⅰ で消化す る とそ れ ぞれの
D N A断片ほ さ ら に 小 さく な る . メ チ ル 感受性制限酵素 〃如ⅠⅠ
は MspI と同様に , 塩基配列 C C G G を認識 して消化す る酵素で
あるが , シ ナ シ ソ (C) が メ チ ル 化 され て い る と消化･で きな い と
い う性質を持 っ て い る . よ っ て 〟 坤Ⅰ の 代わ り に 上 汁如ⅠⅠ で 消
化 した 場合に は メ チ ル 化を受けて い る例の D N A断片は消化 さ
れず 〟 坤Ⅰ で消化 した場合と違 っ た 長 さ の D N A断片 が生 じ
る . した が っ て 単 ク ロ ー ン 性 の 細胞集団で は , 〟 如Ⅰ 消化後 は
サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グに よ り2本の バ ン ドが現わ れる が 仁 多 ク
ロ ー ン 性の 細胞集団場合 で は , 4本の バ ン ドが現 わ れ る こ と に
な る (図4 A, 固 5 A).
3 . ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ･ キ ナ ー ゼ (pho sphoglyc er ate
kin a se, P G E) 遺伝子に よ る解析
P G K は Ⅹ染色体上 に 局在 し, 図 3B に 示 す よ う に β∫fXI,
BglI消化部位に 閲 し R F L P が存在す る . 2本 の ア レ ル の う ち
片方 に み に , こ の 消化部位が存在する場合(ヘ テ ロ 接合体), こ
の R F L Pを 利用 L , 適 当な 制限酵素 で消化すれ ば , 1.05kb
(1.7k b) と 0.9kb(l.3 kb)の 2種類 の D N A断片が得 られ る . 図
4B に示す ように 一 さ らに 耳函ⅠⅠ で 消化す ると , 斜線で 示 した
メ チ ル 化 を受けて い な い (活性化して い る) 側の ア レ ル は 細 か
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ア レル ほ そ の ま ま残 る . 多 ク ロ ー ン 性の 細胞集団 で ほ 2種類の
細胞が存在す る ため HpaII消化後 は 1.05kb(1.7k b) と 0.9kb
(1.3k b)の 2種類の 長さ の D N A断片が得 られ るが , 単 ク ロ ー ン
性の 細胞集団で は ど ち らか 1 種類 の 細胞に 由来 して い る た め
HpalI消化後 ほ 1.05k b(1.7k b) ある い は 0.9kb(l.3kb)の い ずれ
か の 断片 しか 残 らな い (図4B, 図 5B).
4 . ヒ ポ キ サ ン チ ン ･ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
(hypo x a nthin epho sphoribo syltra n sfer a se, H P R T) 遺伝子に よ る
解析
H P R T ほ X染色体上 に 局在 し, 図 3C に 示す よ う に｣
HIの 消化部位に閲 し R F L Pが 存在する . 2本の ア レ ル の うち
片方 の み に こ の 消化部位 が存在す る場合(ヘ テ ロ 接合体), こ の
R FL P を利用 し , 適当 な 制限酵素 で 消化す れ ば , 18k b と
12k bの 2種類 の D N A断片が得 られ る . 図 4Bに 示す よう に ,
さ ら に メ チ ル 感受性制限酵素 〃 如Ⅰ ある い は 〝んαⅠ で消化する
と , P G Kの 場合と 同様 に , 多 ク ロ ー ン 性 の 細胞集団で は 2種
類 の 細胞 が存在す る た め 18k bと 12k bの 2 種類 の 長 さ の
D N A断片が得 られ るが , 単ク ロ ー ン 性 の 細胞集団で ほ , ど ち
らか 1種類 の 細胞 に 由来す るた め 18k bある い ほ 12k bの い ず
れ か の 断片 しか得 られ な い (図4 B, 図 5C).
5 . サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
D X S255領域(M 27β)に よ る解析 では , 45FLg の D N A を制限
酵素 P∫£Ⅰ(東洋私 大阪)で 消化 した 後 3等分 し, 一 つ は 以後処
理 せ ず, 一 つ は さ ら に 〟 坤Ⅰ(東洋紡) で消化 し, 残 りの 一 つ は
〃如Ⅰ (東洋紡)で消化 した . 各検体は0.7%の ア ガ ロ - ス ゲ ル
を 用い て36- 48時間電気泳動 した . P G E遺伝子 に よ る解析で
は BstXIの R F L P を利用 した 場合 , 30pg の D N Aを ま ず
PstI, BstXI(東洋紡)で消化 し, BglIの R F L Pを 利用 した 場
合 , 同量 の D N Aを まず Ec oRI(東洋紡), BglI( 東洋紡), BglII
(東洋紡) で消化 した . そ れ ぞれ , 次に 検 体を 2等分 し , 一 方ほ
以後処理 せ ず他方は さ らに 耳如Ⅰ(東洋紡)で 消化 した . 各検体
は1. 5% の ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 6 時 間電気泳動 した .
H P R Tに よ る解析 で は 30FLg の D N A を まず Ba mHI(東洋
紡), クリ"Ⅰ(東洋紡)で 消化 した . 次に 検体 を 2等分 し , 一 つ は以
後処理 せ ず , 他方 は さ ら に 〃 如Ⅰ ある い ほ 〃んαⅠ(東洋紡)で 消
化 した . 各検体は0. 9%ア ガ ロ - ス ゲル に て1 2時間電気泳動 し
た . 電気泳動で の 分 子 量 マ ー カ ー に ほ 入D N A一肌 乃d II消化物
(宝酒造, 東京) と ¢x1 74D N A- 〟αgIII消化物(宝酒造)を 用 い
た ･ 電気泳動後 の ゲ ル を 0.25 M HCl, つ い で ア ル カ リ液(0.4N
NaOH, 0･6 M NaCl), 中 和 液 (0.5 M Tris-H ClpH 7.5, 1.5 M
NaCl) で そ れぞれ1 5分ず つ 2 回 処理 した 後 , So uther nの 方
法20}に 従 っ て ゲ ル 中の D N A をナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー
(Hybo nd- N +, A m ersham , Aylesbury, U.K.) に 転 写 し た .
D N A を吸着 させ た ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー ほ8 0 ℃で 1
時間 べ - キ ン グ を行 っ た 後 , シ ー ル ド パ ッ ク に 入 れ , ハ イ プリ
ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 (0.6 M NaCl, 60m M Tris-H ClpH 7.6. 5倍濃
度の デ ン ハ ー ト溶液 (0.1%ウ シ 胎児血 清 t O.1%ポ リ ビ ニ ル ピ
ロ リ ド ン , 0.1% フ ィ コ ー ル), 2m M E D T A, 0.5 % S D S, 100FLg/
ml変性 ニ シ ン 精 子 D N A) を加 え て65 ℃で 1時間以上 プ レ ハ イ
プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . パ ッ ク 内の 液を廃棄後 , 新 しい
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液 と標識プ ロ ー ブ (2.5ng/ml) を加え ,
65 ℃ で一 晩 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . ∵フ ィ ル タ ー は 2
倍濃度の 標準食塩 ク エ ン 酸 緩 衝液 (sta nda rd■S aline s odiu m
Citrate buffe r, S S C) (SS C= 0.1 5 MNaCl, 0.01 5 Mク エ ン 酸ナ ト
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リ ウ ム), 1 % S D S を用い て65 ℃で15分洗浄 した後 , 0.1倍濃度
の S S C, 1% S D S を 用い て さ ら に 15分洗浄 した . 洗浄後 の
フ ィ ル タ ー を
- 80℃で 2日か ら 5日 間感光させ , オ ー トラ ジオ
グラ フ ィ
ー を行 っ た .
6 . プ ロ ー ブ
M27β プ ロ ー ブ は , Fra s er博士 (University of Oxford, UK)
よ り供与 され た プ ラ ス ミ ド pU C 9.1 9を , g∫C九erfcんiαβ C Ogf
H Bl Olコ ン ビ テ ン トセ ル (宝酒造)を用い て増幅 させ , 精 製後
Ec oRI で 消化 し, 2.3 K bの フ ラ グ メ ソ トと して用 い た21). P G K
プ ロ ー ブは , Singe r-Sa m 博士(Ge ckm a nRe se ar ch In stitute of
the City of Hope, U S A) よ り 供与 さ れ た プ ラ ス ミ ド pS P T
19.1 を 上記 と同様に 増幅させ , 精製後 βα 椚HIと Ec oRIで 消化
し, 0.8K bの フ ラ グ メ ソ ト と して 用 い た
22)
. H P R T プロ ー ブは ,
Sa ng
- He eKim 博 士 (Univ er sity of Califor nia at Sa n Diego,
U S A)よ り供与さ れ た プ ラ ス ミ ド pP Bl.7.21を 上 記と同様に
幅させ , 精製後 P∫亡Ⅰ と βα 椚HIで 消化 し 1.7 K bの フ ラ グ メ ソ
ト と して用 い だ3).
Ⅵ . G IP- ア ン カ ー 膜蛋白発現の解析
CyA 投与後 の A A患者, 正 常人23例 , お よ び P N H患者1
例 (登 録患者番号(uniqu epatie nt n u mber, U P N)21) よ り末梢
血 を採取 した . C D1 6あ るい は C D 55の 解析は , 末 梢血 100FLl
を リ ン 酸緩衝生 理 食塩水 (phosphateTbuffer ed s alin e, P B S)
(136.9m M NaCl, 2.7m M K Cl, 8.1m M リソ 酸 一 水素ニ ナ ト リ ウ
ム
, 1二5mM リ ン 酸 二 水素カ リ ウ ム , pH 7.2) に て 洗浄 し上 清 を
除去 し た 後 , 抗 C D 16モ ノ ク ロ ナ M ル 抗 体 (m o n o clon al
a ntibody, m A b) (蛍光イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (flu o re s c ein
isothio cya n ate, FI T C) 標識抗Le u-11a mA b(Be cto n Dickso n,
Carifornia, U S A) ) ある い は抗 C D 55m A b(FIT C標識抗崩壊促
進因子(dec ay a c c el r atingfa ctor)m A b(和光純薬, 大阪)を添
加 し, 4 ℃暗所 で30分反応させ た . 次に0.84%の 塩化 ア ン モ ニ
ウ ム (和光純薬)で赤血球を溶血 させ た 後 , P B Sで 2 回洗浄 し
P B Sに 浮遊 させ解析 した . C D 59の 解析 ほ , 分離 した P B P M N
4×10
5
個を 100pl の P B Sに 浮遊 し , 抗 C D 59m A b(IF 5( 名古
屋市立大学 , 岡田 博士 よ り供与))を添加後 , 4 ℃暗所で30分反
応させ た . P B S で 2 回洗浄 した 後 , FI TC 標識 ヤ ギ抗 マ ウ ス
IgG 抗休(Co ulter, Florida, U.S.A .)を 添加 し, 4 ℃暗所で さら
に15分反応 させ , P B S で 2回洗浄後 , P B Sの 浮遊 し解析 した .
陰性 コ ン ト ロ ー ル と し て FI T C標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス
IgGl(Becto n Dickin s o n) と フ ィ コ エ リ ス リ ン (phyc o erythrin,
P E)標識抗 モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス IgG2(Becto nDickin son)を ,
陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て 抗 C D llbm A b(P E 標識抗 Le u-
15m A b(Be cto n Dickn s o n)) を 使 用 した . 解析 は F A CSc a n
(Be cton Dickin so n) の Co n s ort30 プロ グ ラ ム 上 で 行 い ,
P B P M Nに お ける 各 G PIア ン カ ー 蛋白陰性細胞の 割合 を計算
した .
Ⅶ . B M T後の 生着の確認
骨髄 ドナ ー お よ び B M T後 の 患者 の P B M N C から抽出 した
D N Aに おけ る フ ォ ン ･ ウ㍉ レ プ ラ ソ ド因子(v o nW illebr a nd
fa ctor, VWF)遺伝子内の V N T R部位を , Peake ら
24) の 方法
準 じ て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反応 (polym eras e chain re a ctio n.
P CR) に よ り増幅 した . まず 2覿の オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド プ ラ イ
マ ー (プ ラ イ マ ー 1 , 5
'
-A G C T A T A T A T C T A T T T A T C A T-
3
'
; プ ラ イ マ ー 2 . 5
,
-A G A T A C A T A C A T A G A T A T A G G-3
'
)
を D N A合成器(Applied Bio-Syste ms, Foster, U S A)を用い て
作成 した . 1FLg の 被験 D N Aを10借換度 の 反応液(50m m ol/L
K Cl,100m m ol/L Tris- H ClpH 8.3,20m m oVL MgC12. 0.1% ゼ ラ
チ ン)10〆れ 4種塀 の デ オ キ シ 三 リ ン 酸(デオ キ シ ア デ ノ シ ソ 三
リ ソ 酸 , デオ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸, デ オキ シ グ ア ノ シ ソ 三 リ
ソ 酸 , デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸) (宝酒造) 各200J上m Oれ , プ
ラ イ マ ー 各 25pm ol, 2単位の 耐熱性 D N A ポリ メ ラ ー ゼ (宝酒
造)と混合 し , さ らに 純水(和光純薬)を加 え 10恥lと した . 増
幅反応は 0.5mLの チ ュ ー ブ(Tr eff A G, Ber n, S witz erla nd)を用
い , 蒸発 を 防 ぐた め に ミ ネ ラ ル オ イ ル (Sigm a, S T. Lowis,
U S A) を
～ 滴 重層 し , D N A T her m al Cycler(Perkin Elm er
Cetu s, Nor w alk, U S A) を 用 い て 行 な っ た . D N A変 性
(de natur atio n)94 ℃･ 1分 , ア ニ ー リ ン グ(a n n e aling)48 ℃･ 1
分, プ ラ イ マ ー 伸張(e xten sio n)72 ℃･ 30秒 を 1サ イ ク ル と し
て35サ イ ク ル 施行後の P C R産物を , 6 %の ポリ ア ク リル ア ミ
ドゲ ル を用 い て 電気泳動 し, エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド (1/唱/ml)
で 染色した DN A を紫外線照射下で観察 した .
成 績
Ⅰ . 各種血 液疾患患者に おけ るク ロナ リテ ィ の 解析
M 27β, P G K, H P R Tの 各遺伝子を用 い て38例の 血 液疾患患者
Fig.6. Repre s e ntativ e re s ults of clo n ality a n alysis of the
fe m ale patie nts with he m atologic dis order s一 (A) M 27β
a n alysis. La n el sho w sPstI polym orphis m, a nd la n e s2
a nd 3sho w the re s ults of subs equ e nt MsPI a nd Hf,aII
digestio n, r eSpeCtively. (B)P G Ka n alysis. La n el sho w s
BglIpolym o rphis m a nd lane 2 the r esults of subsequ ent
HpaII digestio n. (C)H P R Ta nalysis. La n el sho w sBa m
HIpolym orphis m, a nd la n e2 the r es ults of s ubsequ e
-
nt HpaIIorH hal dige stion. U P N, u niqu epatient n u mber.
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の 造血 ク ロ ナ リ テ ィ を検討 した (表1). 38例中37例(97.4 %)が
い ずれ か の 遺伝子 で ヘ テ ロ 接合体で あ り, 36例(94.7%)が 解析
可能 で あ っ た . 各遺伝子別に 見 る と , M 27β の 解析 で ほ , 34例
中26例(76.4 %) が , P G Kの 解析 では27例中16例(59.3 %) が ,
H P R Tの 解析で ほ1 6例中8例(50.0 %)が ヘ テ ロ 接 合体 で あ っ
た . 各遺伝子を利肝 した 場合の 代表的な結果 を 図 6 に 示 す .
M 27β の 解析で ほ U P N lほ多 ク ロ ー ン 性 パ タ p ソ , U P N 37,
32 は単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン で あ っ た . ま た ヘ テ ロ 接合体 で あ っ
ても , U P N 22の よう に 〟如Ⅰ 消化に よ り 3バ ン ド パ タ ー ン を
示 す例 や , U P N 7の よ う に 〃如Ⅰ で 消化 さ れ な い 例 が ,
M 27β での ヘ テ ロ 接合体26例中8例(30.8%) に 認め られ , 実際
に M 27β で解析可能 で あ っ たの は34例中18例(54.2 %)と少数 で
あ っ た . P G K遺伝子に よ る解析 で ほ , U P N 3 は多ク ロ ー ン 性 パ
タ ー ン , U PN35, 28 ほ単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン で あ り (図6Ⅰ∋),
H P R T遺伝子に よ る解析 で は , U P Nl ほ多 ク ロ ー ン 性 パ タ ー
ン
, U P N28, 34 は単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン で あ っ た(図6C). 疾患
別に は A A(U P Nl- 19)で 解析 で きた18例中15例(83.3 %)が 多
ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を示 した が , 3例(16.7 %) は単 ク ロ ー ン 性
Fig･ 7･ Origin and clon ality of peripher al blo od le uko cyte s
Obtain ed afterBM T. (A)Am plific atio n of a V N T R lo c u s
at the v o nW illebr a nd fa ctor ge n euslng pOlym era s e chain
r e actio n･ T he patter n of allele s fr om the re cipie nt
'
s
peripher al blo od m o n o n u cle ar c ells o nday 22 ar eidentic al
to that ofthe do n or, indic ating e ngr aftm e nt of do n o r cells.
(B)Southe rnblot a n alysis of D N A fr o m periphe ral blo od
polym orpho n u cle arle uko cytes(P B P M N) u sing the P G K
ge n eprobe･ La n el and 3sho w BglIpolym orphis m a nd
la n e2 a nd 4the re s ults of s ubsequ ent HpaII digestio n
(H). Dis ap pe ar en c e of the s mal1e r band (1.3 kb) after
HpaII dige stio n of D N A fr o mthe r e cipie nt
'
s p B PMN o n
day 72re v eals clo n al he m atopoie sis.
パ タ ー ン で あ っ た . A A/PN H症候群(U P N 20- 22)で は解析で
き た 2 例 と も に 単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン で あ っ た . M DS
(U P N 23- 3)で は11例中 4例(36.4 %) が 多 ク ロ ー ン 性 パ タ ー
ン , 7例(63･6 %)が単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を示 した . M DS で 多
ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 した 4例 の 診断 はす べ て R A で あ っ
た ･ ま た A M L･P V･C M L(U P N 34q 38)の 5例 ほ い ずれ も単ク
ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 した .
Ⅱ . BM T後生着不全例 にお け る造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析
移植片拒絶が疑わ れ た た め , B M T後22日 目に 採取 した 少数
の P B M N Cに つ い て vWF 遺伝子内の V N T R部位 を解析 し
た . そ の 結果 , B M T後 の P B M N Cの バ ン ドパ タ ー ン は ドナ ー
型であ っ た こ と か ら, ドナ ー 細胞の 生者と判定 した (図 7 A).
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Fig･8･ Clo n ality a n alysis of CyA-tr eated A Apatie nts. T he
･Pr Obes u s ed for clo n ala n alysis ar eindicated in the left of
C Orr e SPOnding blots･ (A) So uther nblots of 7patie nts
(U P N 5to U P Nll) in r emissio n showing a polyclo n al
pat te rn･ In P G Ka n alysis, 1an el sho w sBglIpolym orphis-
m , a nd la n e2 the r e sults of subs equ ent HpaII digestio n.
In H P R Ta n alysis,1a n el sho w sBa mHIpolym orphis m, a nd
la n e2 the r e s ults of s ubs equ e nt HpaIIor H haI digestio n･
In M 27β a n alysis, la n el sho w sPstI polym orphis m, a nd
la n e s2 a nd 3 sho w the re s ults of s ubs eque nt MspI
a nd HpaII digestio n, r e Spe Ctiv ely. (B)So uthe rnblots of 2
patie nts (U P N 17a nd U P N 18) r efra ctory to CyA ther ap y
Showing a m o n o clo n a,1patter nin P B P M N(P M N), Wher eas
T c ells (T) a nd bu c c al m u c o sa c ells (B U C C A) sho w a
polyclo n al pat tern. In U P N 17, 1a n el sho w sBstXI
polym orphism , and la n e2 sho w the r e sults of s ubsequ e nt
HpaII dige stion ･ In U P N 21, la n el sho w sBglIpolym or
-
phis m, a･nd la n e 2 the re s ults of s ubs equ e nt H如ⅠI
dige stion.
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ナ ー 由来が確認 され た ･ 造血 状態の 回 復が遅延 し不 完全であ っ
たため , ドナ
ー P B P M N と72 日目の 患者の P B P M Nに つ い て
pG K プ ロ
ー ブを 用 い て ク ロ ナ リテ ィ の 解析 を 行 っ た ･ 因 7B
に 示すよ うに ドナ ー D N Aは 多 ク ロ
ー ン 性 パ タ ー ン で あ っ た
が , 患者の D N A で はHpaII で消化後 1
･3k bの バ ン ドが消失 し
てお り , 単 ク ロ
ー ン 性 パ タ ー ン と判定 され た ■
IE. CyA を投与 L たA A患者に お け る解析
1 . ク ロ ナ リテ ィ の 解析
女性 A A患者13例全員(U P N 5
- 1 5, 17･ 1 8)が 3 つ の 遺伝子
のうち少なく とも
一 つ に お い て ヘ テ ロ 接合体で あ っ た た め , ク
｡ ナ リ テ ィ の 解析が 可 能で あ っ た . サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グの 結
軋 CyA に 反応 した 7例(U P N 5
- 11)の 患者は すべ て 多 ク ロ ー
ン 性 パ タ ー ン を示 した (図 8 A)･ CyA の 反応 しなか っ た 6例 の
うち 2例(U P N1 7, 18)の P B P M N ほ単 ク ロ
ー ン 性 パ タ ー ン を
示 した. この 2例 の T 細胞お よ び頼粘膜細胞を 同様の 方法 で
検討 した と こ ろ P B P M N とほ対照的に , 多 ク
ロ ー ン 性 パ タ ー
ソ で あっ た (図8 B).
2 . GP トア ン カ ー 蛋白発現に 関す る検討
CyA を投与 した A A患者で検出 され た G PIア ン カ
ー 蛋白陰
性の P B P M Nの 割合を 表3 に , また 代表的な ヒ ス ト グ ラ ム を
図9に 示 した . 正 常人 コ ン ト ロ
ー ル23例 に お い て C D 16･ C D 55,
C D 59陰性 P B P M Nの 割合は そ れ ぞれ 0･5 ±1･0 %(平均値±標
準偏差), 0.2 士0.4 %, 0.5 士0･8 % で あ っ た ･ 同 時 に 解 析 し た
P N H患者(U P N 21) で はそ れぞれ9 9%, 100%, 99%で あ っ た ･
これらの P N H患者でも , 陽性 コ ン 1ト ロ
ー ル と して 検索 した
G PIア ン カ ー 膜蛋白 に属 さな い C Dll b は正常 に 発現 して い た
(図 9 B). A A 患者25例の うち24例の P B P M N はC D1 6, C D 55,
Table3. G Pl- a n Chor ed m e mbr an e pr otein-deficie nt
P B P M Nin the CyA -tre ated patie nts and n or m als
Per c e ntage s of deficie nt P B P M N




















































































































pho sphatidylin o sitol; No r m al, n O r m al
adults;
*
m e a n土S D(n = 23).
A No r m al
軒｢汀｢汀Co ntr01
B u p N 21(P N H)
打｢打｢軒｢Co n打01 C D1 6 C D5 5
UP N 40(A A)
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Co 伽 I CD16 C D 55 C D5 9

























Fig･9･ Flow cyto m etric histogr a m s sho wing e xpress-io n o卜 C D1 6, C D 55, a nd C D 590 n P B P M N fr o 汀r a n O r m al, U P N 21, a nd
U PN40･ The histogra m s of c o ntrol a nd CDll bare pre se nted as n egativ e and po sitiv e c o ntr oIs, r e SpeCtiv ely･
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CD59 の す べ て を 正常 に 発現 して い た が , CyA 反応群 の 1 例
(U P N40) で , C D16, C D55, C D 59陰性 P B P M N がそ れ ぞ れ
12% , 11% , 12% 検出され た (図9C). こ の 患者 で は CyA 投与
前 よ り16% の C D16陰性 P B P M N が認め られ て お り, CyA 療
法開始後 4年間を経た解析時 に お い て も P N Hク ロ ー ン の 割合
は増加 して い な か っ た ∴ また , 同時 に 調べ た単球 でも CD 5 陰
性細胞 が12% , 同 じく G PIア ン カ ー 膜蛋白で ある C D 14の 陰性
細胞が16% と P B P M Nと ほ ぼ 同様 の 結果を示 した .
考 案
血液疾患患者の 造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析ほ , 従来 よ り Ⅹ 染
色体 上 の 遺伝子産物 を利用す る こ と に よ り 行わ れ て き た .
F ialko w ら2 5}ほ グ ル コ ー ス 6 リ ソ 酸 脱水素 酵素 (glu c o se
6-Pho sphate dehydr ogen as e, G 6P D)の ア イ ソ ザ イ ム の 多塑性を
利用する こ と に よ り , 女性 C M L患者 の 造血 が 単ク ロ ー ン 性で
ある こ と を 初め て 示 した . しか し , G 6P Dに 関す る ヘ テ ロ 接合
体ほ 黒人女性 の 極 一 部に しか み られ な い た め応用範囲が限 られ
て い た . 近年 , D X S 255領域(M 27β), P G K, H P R T遺伝子 な ど
の ヘ テ ロ 披合体の 割合が高 い 遺伝子を用 い た造 血 ク ロ ナ リ テ ィ
の 解析方法が考案 され , 血 液疾患 に も応用 され る よ う に な っ
た 御
用)
. 著者は こ の 3 つ の 遺伝子 を 利用す る こ と に よ り, 血 液
疾患患者38例中37例(97.4 %)が 少なく とも 一 つ の 遺伝子 に つ い
て ヘ テ ロ 接合体で あ り , 36例 (94.7 %)で ク ロ ナ リ テ ィ の 解析が
可能 で ある こ とを 示 した . 各遺 伝子 の ヘ テ ロ 接 合体 の 割合ほ
M 27β で77.1% , P G K で59.3%, H P R T で5 0. 0%で あ っ た .
Ts uge ら
26) は 日 本 人 を 対象 と し た 解析 で , M 27β, P G K,
H P R Tの ヘ テ ロ 接合体ほ それ ぞれ94%, 40% , 44%で あ っ た と
報告 した . Fr as erら2T}は 女性 の93%が M 27βの 解析で ヘ テ ロ 接
合体 で あ っ た と して い る . 著者の 解析 でほ M 27β の ヘ テ ロ 接合
体の 割合ほ こ れ らの 報告よ り低い うえ 巨 玖匝Ⅰ 消化後 に 3バ ン
ド パ タ ー ン を示 す例 や 〟♪αⅠ で 消化 され な い 例 が ヘ テ ロ 接合
体の30.8%に 認 め られ たた め , 実際に M27β で解析 可能 で あ っ
た の は52.9%に 過 ぎな か っ た . Gale ら28) は , 白血 病患者の54%
で , D X S 255領域 の メ チ ル 化 が 過剰 に 起 こ っ て い る た め に
HpaIIで消化 で き なか っ た と報告 して い る . A Aや M D S患者
の D X S255領域 で も こ の よう な メ チ ル 化が 起 こ っ て い る 可 能
性がある .
疾患別 で は , A A患者18例中15例(83.3 %) の 造血 は多 ク ロ ー
ン 性で あ っ た が , 3例 (16.7 %)は 単 ク ロ ー ン 性で あ っ た . こ の
3例(U P N 16- 18) ほ い ずれ も重症 A A で, 解析時 に ほ P N H
や M DS を疑わ せ る所見ほ無か っ た が , 初診時 よ り形態異常の
は っ きり しな い 低形成性の MDS で あ っ た 可能性 や , A A から
M D Sな ど単 ク ロ ー ン 性疾患 へ 移行す る過程であ っ た 可 能性 が
ある . これ らの 患者は A A に対す る治療 に は反応 しな か っ た .
掛 こ UPN 17 ほ一 卵性双 生児の ドナ ー か ら 計 3 回 の B M Tを
行 っ た に もか か わ らず造血能 の 回 復は得 られな か っ た . ま た ,
A A/P N H症供群の う ち解析 で きた 2例 ほ単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー
ン を 示 した . こ の 2例は , 後 に 行 っ た GPI ア ン カ ー 蛋 白の 解析
で , P B P M Nの99% 以上 が P N Hク ロ ー ン で あ っ た こ とか ら ,
当然の 結果 と考え られ る . M D S で は11例中4例 (36.4%) が 多
ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン , 7例(63.6 %)が単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を
示 した . M D S で多 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 した 4 例(U P N
23- 26)は い ずれも染色蕗異膚せ座わない 非寛解時 の R A で
あ っ た . R A で は 7例中4例(57･､1 %)と高頻度 軋 多 ク ロ ー ン 性
パ タ ー ン を 示 し た 事 に な る ･ 唐 沢 ら29)ほ R A 9例中 3例
(33･3 %) に∴ Ja ns sen ら4) は R A 4例中 1 人例(25 %) に ,
Tefferi ら
5)は R A5例中1例(20 % )に 多 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン が
認め られ た と報告 して い る . R Aほ 芽球増加 の な い M D Sの 叫
群で ある と定義 され て い る ･ こ の ため 染色体異常の 無 い 場乳
診断ほ血 球系統の 形態異常の み に 拠 っ て い る . R A で 多 ク ロ _
ソ 性 パ タ ー ン を 呈 する 例が多 い の は , 形態異常の 所見 を取り過
ぎて , 多 ク F･- - ン 性疾患 を単 ク ロ ー ン 性疾患と 誤認 して い るた
め と 考え られ る ･ ある い ほ ▲ M DS の 異常 ク ロ ー ン が あ っ て も,
正 常 ク ロ ー ン と モ ザ イ ク 状態 と な っ て い るた め , 典型的な単ク
ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 呈 さなか っ た 可 能性もある . M DS と診断
され たも の の う ち染色体異常 を示 す 3例(U P N 28, 2乳 33) ほい
ずれ も単 ク ロ ー ン 性パ タ ー ン を示 した . ま た A M L･P V･C M L
ほ こ れ ま での 報告3)30)どう り単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 した.
B M T後の 症例 が単 ク ロ ー ン 性造血 を呈 した 原因の 一 つ に ,
患者の 原疾患が急性転化期の C M Lで あ り移植前の 腫瘍量が多
く t また 既 に 骨髄の 線維化があ っ たた め , ドナ ー の 十分量の造
血 幹細胞 の 生羞が妨げ られ た こ と が考え られ る . ま た , 赤血 球
を 除く 目的で ドナ ー 骨髄 を繰返 し遠心 した た め に , 増殖能を有
する造血幹細胞の 数が 減少 し, そ の 結果単 ク ロ ー ン 性 の 造血 と
な っ た可 能性が ある . こ の 症例 の 経験か ら , 単 ク ロ ー ン 性造血
に 至る よ うな 少数の 造血 幹細胞 の 移植 で は B M T後 の 造血再構
築は 不完全で あり , 長期間, 造血 を維持する こ と は 困難で ある
可 能性が示 され た . B M T後の 生者不全患者 に ドナ ー 由来の 単
ク ロ ー ン 性造 血 が 証 明 さ れ た 場合 に は , 速や か に 2 回目 の
B M T を施行す べ きで あろう31).
CyA に 反応 した 7例の 女性 A A患者の P B P M N はすべ て多
ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン あ っ た が , 無反応群の 女性 A A患者 6例中
2例(33.3 %)が 単ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を示 した . こ の うち の 1
例(U P N 21)は CyA 投与前か ら単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 して
い た . こ の 2例 の T 細胞お よ び頼粘膜細胞 が多 ク ロ ー ン 性パ
タ ー ン で あ っ た こ とか ら , P B P M Nで み られ た バ ン ドの 偏りは
生理 的な もの でな く , 後天 的に 起 こ っ た 単 ク ロ ー ン 性造血 の結
果 と 考 え ら れ る . v a nKa mp ら32)は A T Gに 反応 し た 女性
A A患者11例中7例(63.6 %) に 単 ク ロ ∴ - ン 性 パ タ ー ン が 認めら
れ た と 報告 し て い る . 彼 ら の 結 果 を カ プ ラ ン ･ マ イ ヤ ー
(Kapla n-M eyer) 法33)で解 析す る と A T G療法を受けた A A患者
の85%が 7年間 で単 ク ロ ー ン 性 の 造血 状態 に 至 る と 推定され
る . 本研究の CyA 反応群 の 女性 A A患者 7例 を同様に 解析す
る と t 7年 間で単 ク ロ ー ン 性造血 に 至 る危険性 ほ 0%で ある .
両 者を ロ ン グ ラ ン ク (lo ng-ra nk) 検定 で 比較する と , A T Gに反
応 した女性 A A患者の 方が単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を 示 す危険
性が有意 に 高 い と い う こ と に な る (p< 0.001). こ の よ うに 単ク
ロ
ー ン 性造血 の 危険性に 差が み られ る こ と の 原 因と して , ヨ ー
ロ ッ
パ の A A患者と 比較 して 日本 の A A患者 で は , より多く
の 幹細胞 が残存 して い るた め , 少数の 幹細胞 に よ る造血 の 構築
の 機会が少な い 可 能性や , 日本 の A A患者で は単 ク ロ ー ン 性造
血 に 至る よ うな 幹細胞の 質的異常 を持 つ 例が少 な い 可 能性 など
が 考え られ る . ある い は , CyA と A L G/A T Gに 反応 した患者
間で ほ , 回復 した 造血 に 質的 な 相違が ある の か も しれ な い .
CyA に ほ, A LG/AT G あるい ほ 副腎皮質 ス テ ロ イ ドに 見られ
る よ うな 造血革細胞に 対する直接的な刺激作用 は報告 され てい
な い . こ の た め , 真に 免疫学的磯序 が関与 し た.A Aの みが
CyA に 反応す る 可能性が 計る即 軋 ∴ ご れ に 対 して , A L G/AT G
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は造血不全 の 機序と は無関係 に顆粒球
･ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ
ニ ー 刺激因子 の 塵生 を介 して 少数の 造血 幹細胞を刺激 し増殖 さ
せ る こと が できる た め , 単 ク ロ
ー ン 性造血 に 至 る磯会が多 い の
かも しれ な い
36)
サ ザ ン プ ロ ッ トに よ る ク ロ ナ リ テ ィ の 解 析ほ 感度が低 い た
め , 単ク ロ
ー ン 性に 増殖 して い る細胞 が少数 の 場合に は , 異常
と してと らえ る こ と が できな い . 近 年, P N Hの 診断法と して ,
F C M法に よ る G P Iア ン カ ー 膜蛋白欠損の P N Hク ロ ー ン の 検
出が行わ れ る よ う に な っ た
か 15)
･ こ の 方 法は 酸性溶血 試験や
シ ョ 糖溶血試験と 比 べ て 感度が 高く I P N Hの 極 初期 で あ っ て
も少数の P N Hク ロ ー ン を 検出す る こ とが で き る･ CyA で 治療
した A A患者に P N Hへ の 進展の 前兆が み られ るか どうか 明ら
か に するた め , G PIア ン カ ー 膜蛋 白の 発現を解析 した と こ ろ ,
UP N 40以外 の す べ て の 患 者 の P B P M Nで C D1 6, C D 55,
C D 59 はい ずれ も正常 に 発現 して い た . しか し U P N 40で は ,
CyA 投与開始前 よ り C D16陰性の P B P M Nの 存在 が確認され
て お り,･こ の 陰性細胞の 割合 は投与開始後4年を経た解析時で
も不変であ っ た . した が っ て A A患 者 に 対す る CyA 療法 が
P N Hク ロ ー ン の 発 生を 促す , ある い は 既 に 存 在す る少数 の
P N Hク ロ ー ン の 増殖を 促進す る可能性は少な い と考 え られ る .
AA 患者が少数の G PIア ン カ ー 蛋 白陰性細胞 を持 っ て い る場
合, 将来臨床的な P N Hに 進展す る可 能性が高い こ とが 予想さ
れる
15)
. ク ロ ナ リ テ ィ の 解析結果と合わ せ る と ょ 今 回解析.した
CyA 投与後 の A A･患者で は P N Hを 発症す る危険性 は低い と
考え られ る .
DePla nqu e ら
12) は209例の A A患者 に お い て ATG 投与後 7
年間で の 臨床的な P N H, M D S･ A M Lの 発症率は そ れ ぞれ13%,
15%で あると 推定 した . TichelliらIl)は103例 の A A患者に おい
て A L G投与後8年間で の 臨床的な P N H･ M D S･A M Lの 発症
率は57%であ ると推定 した . 一 方 , 著者 の 解析 した A A 患者
25例の う ち , CyA 投与後7 ケ月 か ら12年(中央値23ケ月) を 経
た現時点で臨床的な P NH･ MDS･ A M Lを 発症 した もの は 1 例
もい ない . 本研究で は観察期間が短 い ため , P N H･ M D S･ A M L
の 発症率に つ い て , 上述 の A L G/A T Gに 関する ヨ ー ロ ッ パ の
研究と比較す るの は 困難 である . しか し, CyA 反応群の 解析に
おい て , 単ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン が 認め られ なか っ た こ と , G PI
ア ン カ ー 膜蛋白陰性細胞 が存在 しな か っ た こ と , さ ら に CyA
投与前に 少数存在 した 陰性細胞が投与後 4年 の 時点で 増加 しな
か っ た こ と な どか ら , CyA に 反応 した A A患者 で は P N H,
M D S, A M Lな ど単 ク ロ ー ン 性疾患 を発症す る危険性 は少 な い
と考え られ る .
以上 の よ う に , X 染色体関連遺伝子 の 不 括化現象 と D N Aの
長多型を 用 い た ク ロ ナ リ テ ィ の 解析ほ 女性血液疾患患者お よび
B M T後患者の 造血 の 質を 評価す る上 で非常に 有用 で あ っ た .
特に染色体異常を伴わ ない R Aと , CyA 療法を受 けた A Aに つ い
ては臨床上有用な興味深い 知見が得 られた . 今後症例数を増や
すとともに , 長期 に渡っ て 経過を 観察する こ と に よ り造血不 全
患者の 病態が さ らに 明 らか に な ると 思わ れる .
結 論
女性各種血液疾患患者, B M T後造血能回復が遷延 した患者 ,
および CyA 投与 A A患者 に対する造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析
と , CyA 投与..A A患者に つ い て の G PIア ン カ ー 膜蛋白発現 の
解析に よ り以下 の 結果を得た .
1 . 女性患者38人に つ い て D X S 255領域遺伝子 , P G K遺伝
子 , H P R T遺伝子 を 用い て造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析を行 っ た と
こ ろ38例中37例(97.4 %)が い ず れ か の 遺伝子 で ヘ テ ロ 接合 体
で , 36例 (94 て%)で ク ロ ナ リ テ ィ の 判定が可 能で あ っ た . 3 つ
の 遺伝子を利用す る こ と に よ り大多数の 症例で解析 が可 能と 考
え られ た .
2 . A A患者18例中 3例(16.7 %)が単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を
示 した が , こ の 3例は 形態異常 に 乏 しい 低形成性 の M DS, あ
る い ほ A A か ら M D Sの よう な単 ク ロ ー ン 性疾患 へ の 移行過程
で あ っ た 可 能性 がある . ま た , M DS 患者11例中4例(36.4 %)が
多 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を示 した . こ の 4例の 骨髄所見はい ずれ
も形態異常が軽敏な M D S(R A) で , 染色体異常 を伴わ なか っ
た . A A と診断すべ き多 ク ロ ー ン 性 の 造血障害を形態異常 の み
か ら M D Sに 分類 してい た 可能性があ る . こ れ に 対 して A A/
P N H症候群 , AM L, P V, C M L ほい ずれ も単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー
ン で あ っ た .
3 . B M T後 , ドナ ー 骨髄の 生者が確認 され た もの の 造血 回
復が 著 しく遅延 した患者に つ い て 造血 ク ロ ナ リ テ ィ を 解析 した
と こ ろ , 単 ク ロ ー ン 性パ タ ー ン が 確認 さ れ た . こ の 患者 は
G-CSF 投与 に もか かわ らず, 汎 血 球減少が進行 し, B M T後
193 日目に 真菌感染の ため 死亡 した . B M T後 に 生者が確認され
た 場合でも , 造血能 が悪く単 ク ロ ー ン 性 造血 を 示 した 場合 に
は 一 道血 の 再構築が不 完全に 終わ る可 能性がある の で , 再移植
が 必要と思わ れ た .
4 . CyA で治療 した25例の A A 患者(女性1 3例 , 男性1 2
例)の うち CyA 反応群の 女性患者 7例の 造血 ほ い ずれ も多 ク
ロ ー ン 性 で あ っ た が , CyA 無反応群の 女性患者 6例中 2例 の
造血 ほ 単ク ロ ー ン 性 であ っ た . こ の 2 例 の う ち の 1 例ほ CyA
投与前の 解析でも単 ク ロー-→ ン 性で あ っ た .
5 . CyA で治療 した25人の 患者に お ける G PIア ン カ ー 膜蛋
白の 発現は反応群の 1人 を除く全員で 正 常で あ っ た . こ の 患者
は , CyA 投 与 前 に す で に G PIア ン カ ー 膜 蛋 白 陰性 の
P B P M N が少数 み られ , CyA 投与後 4年を経た時点 で も 増加
傾向は な か っ た .
6 . CyA を投与 した A A患者 の う ち , 現 時点 で 臨床的 に
PN H, M D S, AM L な どの 単ク ロ ー ン 性疾患 を発症 した も の は
無 く , CyA 投与患者 , 特に CyA 反応群で は A L G/A T Gで 治
療 した 患者と比較 して 単 ク ロ ー ン 性 疾患 を発症す る危険性ほ少
な い 可 能性 がある . た だ し, 正 確な 比較 の た め に は CyA 投与
患者 の 長期的経過観察が必 要 で ある .
7 . X 染色体関連遺伝子不 括化現象と D N Aの 長多型を 用 い
た ク ロ ナ リ テ ィ の 解析は女性血液疾患患者お よ び B M T後患者
の 造血 の 質を評価する上 で 極め て 有用 であ ると考 え られ た .
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Studies on Hem atopoietic C10nalityin Patie nts withHe m atopoietic Diso rders:Analysis by UsingIn activ ation of
X･1inked Ge n es a nd D NA Fr agm erLt Le ngth Polym orphism Masaki Yam aguChi, Departm e nt Of Inte m alMedicin e
(Ⅲ), Scho olofMedicine, Ka n a z aw University, Kanazawa920 - J.Juze nMedS∝ . ,103,183 - 196(1994)
Key w ords clonality, M 27β, phosphoglycerat ekin ase, hypoxa n thine phosphoribosyltr an Sferas e, glyc osylphos-
phatidylin ositol- an Choredprotein
Abstr act
Itisim port an tforlaylng thelines oftreatm entfordlePatientswith hem a tologic disease and predichng a prOgnOSis to
dete rmine whethertheirhe m atop letic c onstitutionis monoclonalorpolyclo nal･ To clari fy the slgnific ance of deter minlng
SuCh he matopoletic clonality, hem atopole tic c e11s w ere an alyzed for clon ality ln patientswith he m atop letic failure syn
-
dr o m e sandpatients with hem atol glC m align an Cies who w ere suspeCtedtohave m onoclonal he m atop le Sis･ n eyCO nSisted
Of38fem alepatie nts:19aplastic an e mia(A A), 3A A/par OXySm aln ∝ tu m alhe m og10binuria(P N H)symdr o m e,1 1myelodys-
plastic syndr o m e(M D S), 3 ac ute mye10gen OuSleuke mia(A M L), 1 polycythe mia vera(P V), and l chr onic myeloge no us
leuke mia(CM L). Clon ality an alysis w asdoneby using a D N A lengthpolym orphis m and in activa tion of the 伽 eeX-1inked
genesofD X S 25 5 1∝ uS(M27β),Phosphoglyc era tekinase, and hypo又a nth in ephosphoribosyltr an Sferas e･ T 鮎rty seve n of38
patients(97.4 %)w ereheterozy gotesfor atleast onegen e, and 36(9 4.7 %)w ere evaluable fbr clo nality･ O f 18 A Apadents,
15(83.3 %)sho w edpolyclo nal he m atopoiesis and the re m ain ing3(16･7%)m on oc10 nal he m atopoiesis･ OfllMDSpatients,
4(36.4%)sho w edpolyclonalhe m atopoiesis, and 7(63.6 %) m onoclo nalhe m atopiesis･ Alof4patie nts withpolycIonal
hem atop leSis whohad be endiagn osedashavingre魚
･aC t Ory an e miabyFre n ch
- Am eric an- B ritishclassific ationhadmildm or-
phologicalabn o rm alities witho utchr o m oso malabno rm alides. A lpatients withAAPN Hsyndro m e, AML, PV, and C M L
Sho wed m on ∝lo n al he m atopoleSis･ An al10geneic m ar r OW tranSplantreCIPlentWith C MLinblastic crisis wi thslo w rec ov ery
Ofdonor-derived cells als o e xhibited m on oclonalhe m atop leSis･ Itw astherefbre s uggested thathe m atopietic rec onstitutio n
m aybe inco mpleteby a s mal1n umber of hem atopoletic ste m c ellslead ingto m on ocl nalhe m atop leSis･ Expression ofgly
-
COSyl-Phosphatidylin ositol(G PI)r an Chored m embran ePrOtein(C D 16, C D 55, and C D59)bynow cyto m etryas w ellas clonal-




e ated A Apatientsincluding1 2m alepatie nts, tOdete rmine whetheri mm un OSuPPreSSivether叩y Of A A is associated
wi thanin cre asedrisk ofdev elopmgclonaldis orders s uch asP N Hand M DS･ Ex ceptfbr2patients r efractoryto CyA thera-
Py, all CyA-tr e ated ftmale patients show ed polyclon al he m atopiesis･ GPI- an Chored m e mbr an eprOteins w ere n or mally
expressedin a1 CyA-tr e a tedpatients e xcept for on eCyA
-r e SPOnSiv e m ale patient who had a s m al pr oportion of GPI-
a n chored m embr an epr Otein- n egativePBP M NbeforeCyA therapy.
′
m eproportionrem ain ed un Changed 4ye鱒S afterCyA
therapy･
r
me S e血d ings s uggest thatCyA-tre at ed A Apatients, e SpeCial1y thos eresponsiv e to CyA therapy m ay n othave a
Signi丘c an t risk ofde veloplngClonal disorders･ Fr o mthese res ults,dete rm1nlngClon ality ofhe m atop leSis w as c onsideredto
beimport an tin underst andi g thepadlOPhisiology of he m atop ledcdis orders andcho os mg the ap pr opriate therap yfbr them ･
